Gan bunshi hyōtekiyaku no kōka to fukusayō ni kansuru kenkyū (shinsa hōkoku) by ノノミヤ, ユウマ et al.
ののみや  ゆうま 
氏名        野々宮 悠真 
学 位 の 種 類  博士（薬学） 
学 位 記 番 号  博士甲 第 5042号 
学位授与の日付  平成 31年 3月 23日 
学位授与の要件  学位規則第 4条第 1項該当 
学 位 論 文 題 目     がん分子標的薬の効果と副作用に関する研究 
論 文 審 査 委 員  （主査）杉本 芳一 教授（薬学博士） 
（副査）長谷 耕二 教授（博士（薬学）） 
多胡 めぐみ 准教授（博士（薬学）） 
 
論文内容の要旨 
 
＜序論＞ 
 近年、がん細胞の増殖を支配する driver oncogeneが多数同定され、この活性を阻害
するがん分子標的薬が臨床に導入されている。現在使用されている低分子がん分子標的
薬の多くは、キナーゼの活性を阻害してがん細胞の増殖を停止させる。このようなキナ
ーゼ阻害薬は、比較的長期間投与される。がん細胞は、治療中にがん分子標的薬の存在
下でも増殖できるように性質を変え、耐性がん細胞となる。 
 殺細胞性抗がん剤の多くは、細胞増殖の活発な細胞に対して効果を示すことから、骨
髄抑制や消化管症状などの重篤な副作用を出現させる。一方で、がん分子標的薬は、殺
細胞性抗がん剤と比較して重篤な副作用は少ないものの、種々の副作用により治療中止
となる例は少なくない。 
 本研究では、がん分子標的薬を効率的に使用することを目標に、耐性細胞から得られ
た耐性因子の発現や活性の程度を明らかにし、がん分子標的薬の効果を規定する因子を
見出すことを目的とした。さらに、がん分子標的薬による副作用の発現状況を明らかに
し新たな情報の提供に繋げることを目的とした。 
 
第 1章 Polo-like kinase 阻害薬の効果規定因子の探索 
＜背景と目的＞ 
 Polo-like kinase（PLK）には、PLK1〜5の 5種類が存在する。PLKは、C末端側の polo-box 
domainで基質タンパク質を認識し、N末端側の kinase domain でセリン、スレオニンを
リン酸化する。PLK1は細胞周期の M 期において中心体の成熟、紡錘体の形成、染色体
分裂に関与し、細胞分裂を促進させる。PLK1が過剰発現していることは、がんの予後
不良因子となる。そのため、近年 PLK阻害薬が開発されている。BI 2536、BI 6727、
GSK461364などの PLK阻害薬による PLK1の阻害は、細胞分裂を抑制し、アポトーシス
を誘導する。 
 当研究室では、ヒト大腸がん細胞株 HCT 116 を BI 2536で長期間処理することにより
BI 2536耐性細胞（BI 10-1-5、BI 10-1-10、BI 20-1、BI 40-1、BI 40-2）を樹立した。
BI 2536耐性細胞には、P-糖タンパク質（P-gp）が発現していた。高度耐性株（BI 40-1、
BI 40-2）は、P-gp阻害薬 MS-209存在下でも PLK 阻害薬に対する耐性を維持していた。
このことから、高度耐性株では P-gpに加えて別の耐性機構が働いていると推定された。 
 本研究では、この耐性細胞を用いて、PLK阻害薬の効果を規定する因子を探索するこ
とを目的とした。 
＜結果＞ 
 cDNA microarrayを用いて高度耐性株（BI 40-1、BI 40-2）で変動している遺伝子を
探索し、そのタンパク質の発現を確認した。BI 40-1、BI 40-2 細胞では、AKT3の発現
が増加し、MYCの発現が低下していた。 
 ヒト子宮頸がん細胞株 HeLaに一過性に WT-AKT3を導入させ、BI 6727存在下におけ
る細胞増殖能を colony formation assayで検討した。WT-AKT3 細胞は、mock細胞と比
較して有意に生存コロニー数が多かった。WT-AKT3、恒常的活性化変異体 Myr-ATK3を安
定発現する HCT-116 細胞を用いて、PLK阻害薬に対する感受性と caspaseの断片化を検
討した。116/WT-AKT3細胞は、BI 2536、BI 6737、GSK46134に対して約 1.2〜1.5倍の
耐性を示し、116/Myr-AKT3細胞は、BI 2536、BI 6727、GSK461364 に対して約 2〜3倍
の耐性を示した。また、BI 6727によって誘導される caspase-3、-8、-9 の断片化が低
下した。 
 siRNA を用いて MYCの発現を低下させた HCT 116細胞を用いて、PLK阻害薬に対する
感受性と、caspaseの断片化を検討した。MYC siRNA 導入細胞は、scramble siRNA導入
細胞と比較して、BI 2536、BI 6727 に対して約 1.2〜2倍の耐性を示した。GSK461364
に対しては耐性を示さなかった。さらに、MYC siRNA導入細胞では BI 6727 によって誘
導される caspase-3、-8、-9 の断片化が低下した。 
＜考察と結論＞ 
 AKTの活性化により下流の GSK3β がリン酸化され不活性化する。それに伴い下流の
MYCの発現は上昇することが報告されている。本研究では、高度耐性株において AKT3
の発現が増加していたのに対して、MYC の発現が低下していた。そのため、高度耐性株
におけるこの現象は、独立したものであると考えられる。高度耐性株では、AKT3 の発
現を増加させ、さらに MYCの発現を低下させることで PLK阻害薬に対する感受性を低下
させていたと考えられる。 
 以上のことから、P-gp の発現の増加、AKT3の発現の増加、MYCの発現の低下は、PLK
阻害薬に対する感受性を低下させる。 
 
第 2章 Poly（ADP-ribose）polymerase阻害薬の効果規定因子の探索 
＜背景と目的＞ 
 poly（ADP-ribose）polymerase（PARP）には、PARP1〜4、5A、5B、6〜16 の 17種類
が存在する。PARPは、NAD+を基質とし種々のアミノ酸残基に結合し、poly 
ADP-ribosylation（PAR化）する。PARPは、細胞増殖、遺伝子転写制御、DNA修復など
多岐にわたり作用する酵素である。PARP1とPARP2は一本鎖DNA損傷時に機能する。PARP1
は、一本鎖 DNA損傷の修復に関与するタンパク質を PAR化することで、DNA損傷を修復
する。PARP1 の阻害は、一本鎖 DNA 損傷修復を妨げ、複製フォークによる修復を停止さ
せ二本鎖 DNA 損傷へと進展する。通常、二本鎖 DNA損傷は、相同組換えにより修復され
る。しかし、BRCA1/2が変異した細胞では、相同組換えが正常に機能できず細胞死が誘
導される。この特性を利用し、PARP 阻害薬の開発が進められている。 
 本研究では、ヒト卵巣がん細胞株A2780をolaparibで長期間処理し樹立したolaparib
耐性細胞（ola-R-3、-10、-15）を用いて、PARP阻害薬の効果を規定する因子を探索す
ることを目的とした。 
＜結果＞ 
 Olaparib耐性細胞では、PARP1の発現がタンパク質レベル、mRNAレベル共に低下し
ていた。PARP2の発現は A2780細胞と olaparib耐性細胞で同程度であった。さらに
olaparib耐性細胞内の PAR化の活性が低下していた。 
 Olaparib耐性細胞は、olaparibと talazoparib に対して約 17〜30倍、約 250〜1370�
倍の耐性を示した。Niraparibに対しては、約 2〜6�倍の耐性を示した。Rucaparibと
veliparibに対しては、耐性を示さなかった。一方、SN-38、cisplatinに対しては、約
2〜3 倍の感受性が亢進していた。 
 A2780 細胞を anti-phospho-Histone H2AX Ser 139 antibodyを用いて染色し、共焦
点顕微鏡で γ-H2AX foci 数を測定した。その結果、olaparib処理により、A2780 細胞
では olaparibの濃度依存的に γ-H2AX foci数が増加したが、olaparib 耐性細胞では
その増加は少なかった。一方で、A2780 細胞と olaparib耐性細胞共に、rucaparib と
veliparib 処理による γ-H2AX foci 数の増加は olaparib 処理と比較して少なかった。 
 siRNA を用いて PARP1 の発現を低下させた A2780細胞を用いて、colony formation 
assayと γ-H2AX foci数の測定を行った。その結果、PARP1 siRNA導入細胞は、scramble 
siRNA導入細胞と比較して、olaparibと talazoparibに対し強い耐性を、niraparibに
対し中程度の耐性を示した。rucaparib と veliparib に対しては耐性を示さなかった。
また、PARP1 siRNA導入細胞では scramble siRNA 導入細胞と比較して、olaparib処理
により誘導される γ-H2AX foci数が有意に減少していた。 
 A2780細胞に olaparibと rucaparibを 20 µmol/Lで 12時間処理し、Human Metabolome 
Technology社に細胞内代謝物の測定を依頼した。Rucaparibで処理した細胞では、薬剤
未処理の細胞と比較して、lactate、PRPP、IMP、XMPが低下し、pyruvate、fructose-6P
が増加していた。Olaparibで処理した細胞は、薬剤未処理の細胞と比較して、pyruvate
が低下し、lactate、fructose-6 が増加していた。次に A2780細胞に rucaparibと
olaparibで処理した時の培養上清中の乳酸量を lactate assay kitを用いて測定した。
その結果、rucaparib処理では、濃度依存的に培養上清中の乳酸量が減少したが、
olaparib処理では減少しなかった。この結果は、他のヒト卵巣がん細胞 OVCAR-3、-8
でも同様であった。 
 siRNA を用いて LDHA、LDHBの発現を低下させた A2780細胞を用いて、細胞増殖能を
検討した。LDHA siRNA導入細胞は、scramble siRNA導入細胞と比較して顕著に細胞増
殖が抑制された。また、LDHA、LDHB siRNA の共導入細胞は、LDHA siRNA単独と比較し
てより細胞の増殖を抑制した。この結果は、他のヒト卵巣がん細胞 OVCAR-3、-8 でも同
様であった。 
＜考察と結論＞ 
 本研究では、olaparib による細胞傷害性は PARP１の発現に依存していたが、
rucaparibによる細胞傷害性は、PARP1 の発現とは関係なかった。Rucaparibは hexose 
6-phoshpate dehydrogenase の阻害を介しプリン代謝を低下させると報告されており、
実際にメタボローム解析でも同様の結果を示していた。本研究では、rucaparib の処理
により lactateが減少し、LDHA siRNAの導入により細胞増殖が抑制された。このよう
な off targetが rucaparibの細胞傷害性に影響していると考えられる。 
 以上のことから、rucaparibは、olaparib と異なり PARP1 の発現に依存しない細胞傷
害性を示す。 
 
第 3章 Tyrosine kinase 阻害薬レゴラフェニブの副作用発現に関する研究 
＜背景と目的＞ 
 Tyrosine kinase 阻害薬レゴラフェニブは、VEGFR、TIE、KIT、PDGFR、RETなどを阻
害する経口マルチキナーゼ阻害薬として、大腸がんの 3 次治療以降に用いられている。
レゴラフェニブの副作用である手足症候群の重篤化は、治療薬の減量や中止の対象とな
る。国際共同第Ⅲ相臨床試験 CORRECT試験における手足症候群の発現率は 47%であった
が、日本人の発現率は 80%であると報告されている。本研究では、日本人におけるレゴ
ラフェニブによる手足症候群の好発部位、発現時期、重篤化リスク因子を解析すること
を目的とした。本研究は、がん研究会有明病院倫理委員会の承認のもとに行われた（承
認番号：2015-1123）。 
＜結果＞ 
 がん研究会有明病院にてレゴラフェニブ治療を施行した 101例から、薬剤師外来によ
る服薬指導を施行していない 3 例を除いた 98例を研究対象とした。 
 手足症候群の発現率は全 grade：81%（手：71%、足：74%）、grade 3：34%（手：8%、
足：33%）であった。発現時期は全 grade：7日（手：14日、足：10日）、grade 3：15
日（手：17日、足：15日）であった。以上より、日本人において手足症候群は、手に
比べて足で早期発現し、重篤化する。 
 Grade 2以上の発現をした患者を発現群とした。治療開始時の生化学検査値と患者背
景因子を説明変数、手足症候群重篤化を目的変数として多変量ロジスティック回帰分析
した。単変量解析において肝転移、クレアチニンクリアランス値、ヘモグロビン値、AST
値が手足症候群の重篤化と有意な関連を示した。しかし、多変量解析においてそれら因
子は、有意な関連が示されなかった。 
＜考察と結論＞ 
 レゴラフェニブは種々のキナーゼを阻害し、そのなかでも PDGFRと KITの阻害により
表皮やエクリン汗腺の傷害を引き起こすことで手足症候群が発現するという報告があ
る。さらに手足症候群の発現は、加圧部に多いとされている。本研究では日本人におけ
る手足症候群は、足が早期に発現し重篤化しやすいという結果を得られた。足は手に比
べて手足症候群の発現の確認が難しいため、注意深く足の状態を確認することが患者の
QOL向上につながると考えられる。 
 
論文審査結果の要旨 
 
 本研究で用いた Polo like kinase (PLK) 阻害薬、Poly (ADP-ribose) polymerase 
(PARP) 阻害薬は、がん細胞の増殖を阻害する薬であるが、どのような作用を示し、そ
の結果どのようながん細胞に有効性を示すかは、まだ未解明な部分が多い。本研究では、
PLK 阻害薬や PARP 阻害薬の耐性細胞を樹立し、その耐性細胞から得られた変化を解析
し、薬の新たな作用点および効果規定因子の同定することを目的とした。さらに、
tyrosine kinase 阻害薬レゴラフェニブを投与した患者における副作用の発現を後方視
的に解析することで、その早期発見およびマネージメントすることを目的とした。 
①Polo like kinase 阻害薬の効果に影響を与える因子の検討 
 ヒト結腸がん細胞 HCT 116 由来の BI 2536 耐性細胞のうち、P-gp 発現以外の耐性機
構を持った高度耐性株 (BI 40-1、BI 40-2) では、AKT3の発現が増加し、MYC の発現が
低下していた。AKT3 を恒常的に活性化する変異体を安定発現させた HCT 116 細胞と
siRNA を用いて MYC の発現を低下させた HCT 116 細胞は、PLK 阻害薬に対して耐性を示
した。これらの細胞では、PLK 阻害薬 BI 6727 処理で誘導されるアポトーシスに関わる
caspase の断片化が低下していた。 
②Poly (ADP-ribose) polymerase阻害薬の効果に与える因子の検討 
 ヒト卵巣がん細胞 A2780 由来の olaparib 耐性細胞を 3 株樹立した。これらの細胞は
PARP1の発現が欠損しており、olaparibに対して耐性を示したが rucaparib に対しては
耐性を示さなかった。siRNA を用いて PARP1 の発現を低下させた細胞でも同様の結果で
あった。Olaparib と rucaparib を処理した A2780 細胞をメタボローム解析した結果、
rucaparib 処理では、lactate、PRPP、IMP、XMP が低下していた。さらに rucaparib を
処理した A2780細胞は、培養上清中の乳酸量が rucaparibの濃度依存的に低下した。③
Tyrosine kinase 阻害薬レゴラフェニブの副作用発現に関する研究 
 がん研究会有明病院にてレゴラフェニブを投与された大腸がん患者の手足症候群の
発現状況を後方視的に調査した。手足症候群の発現率は、全 Grade：81%、Grade 3：34%
であり、Grade 3の発現は、足が手に比べて高かった。発現時期は、全 Grade：7日 (手：
14日、足：10日)、Grade 3：15日 (手：17 日、足：15日) であった。1サイクル以内
に Grade 2の手足症候群を発現させるリスク因子は検出されなかった。 
 本研究により、以下のことが明らかになった。①AKT3 の発現の亢進および MYC の発
現の低下は、PLK阻害薬に対する耐性の原因となる。②olaparib の細胞増殖抑制効果は、
PARP1の発現に依存する。rucaparibの細胞増殖抑制効果は、PARP1 の発現に依存せず、
プリン代謝の低下と乳酸量の低下を伴う。③日本人においてレゴラフェニブによる手足
症候群は高発現し、足が手に比べて早期に重篤化する。 
 2019年 1月 30 日に、主査と副査 2 名による審査会を開催した。最初に申請者が博士
論文の内容について、博士論文審査会では発表しない内容も含めた約 40 分のプレゼン
テーションを行った。そのあと約 1 時間かけて、主査および副査よりの質問・コメント
と、それに対する申請者の回答があった。申請者の本研究及びその関連領域に対する知
識と理解はほぼ満足できるものであった。2月 20日の博士学位論文審査会においては、
申請者は主査および副査よりの質問・コメントに対応した発表を行った。また、フロア
からの質問にも丁寧かつ的確に答えていた。 
 以上より、申請者は博士（薬学）の学位に十分値するものと評価された。 
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